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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
ARBV: virus Arbia 
CDC-pasti: svetlobne pasti z UV-svetlobo  
cDNA: komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
CFUV: virus Corfou 
CHIK: virus Chikungunya 
DNA: deoksiribonukleinska kislina 
dNTP: deoksiribonukleozidtrifosfat 
DTT: ditiotreitol  
ELISA: encimskoimunski test 
ICTV: Mednarodni komite za taksonomijo virusov 
MASV: virus Massilia 
MGB voda: voda brez nukleaz 
mRNA: informacijska ribonukleinska kislina 
ORF: odprti bralni okvir 
PCR: verižna reakcija s polimerazo 
RNA: ribonukleinska kislina 
RNP: ribonukleoprotein 
RT-PCR: obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo 
RVFV: virus mrzlice doline Rift 
SALV: virus Salehabad 
SFNV: virus peščene muhe Naples 
SFSV: virus peščene muhe Sicilian 
SFTS: virus sindroma trombocitopenije 
SINV: virus Sindbis 
THEV: virus Tehran 
TOSV: virus Toscana 
TOSV TV: RNA, izolirana iz virusa Toscana 















Odkrivanje flebovirusov v peščenih muhah, vzorčenih na 




Peščene muhe so pomembni prenašalci bakterij, virusov in parazitov v Sredozemlju, Afriki, 
na Bližnjem vzhodu ter v Aziji. V Evropi je več vrst peščenih muh. Aktivnost muh je večja 
v toplejših mesecih, zato se zaradi podnebnih sprememb in segrevanja ozračja njihov 
življenjski prostor širi. Vsaj devet vrst peščenih muh prenaša fleboviruse, ki spadajo v 
družino Phenui viridae. Okužbe s flebovirusi so nevarne za človeka in živali. Največkrat 
potekajo brez hujših zapletov, z osnovnimi znaki okužb kot so bruhanje, glavobol in povišana 
telesna temperatura. Virus Toscana lahko pri človeku povzroči tudi meningitis in nevrološke 
zaplete. Fleboviruse so že dokazali na območjih s podobnim podnebjem kot je v Sloveniji. 
Tudi pri nas beležimo naraščajoče število okužb, kljub temu je prevalenca flebovirusov v 
prenašalcih še neraziskana. Z magistrsko nalogo smo želeli vpeljati molekularne postopke za 
odkrivanje flebovirusov v peščenih muhah, ki smo jih vzorčili na številnih lokacijah po 
Sloveniji. Kljub temu, da smo z vpeljanimi molekularnimi metodami uspeli specifično 
pomnoževati tarčne odseke različnih flebovirusov, ki so jih že opisali v sosednjih državah, v 
































Sandflies (Phlebotomus spp.) are the most important carriers of viruses and parasites in the 
Mediterranean, Africa, Middle East and Asia. In Europe, there are several sandfly species 
and each has a different competence for transmitting vector-borne diseases. Fly activity is 
higher in warmer months and because of climate changes their habitat is expanding. Sandflies 
are important vectors of phleboviruses belonging to the Phenuviridae family, order 
Bunyavirales. In humans and animals, infections with phleboviruses are most often 
associated with a symptomatic disease similar to influenza. Infection with a Toscana virus 
can also result in meningitis or severe neurological complications in humans. Phleboviruses 
have already been described in neighbouring countries with a similar climate. There is also 
an increasing number of phlebovine infections in Slovenia, but the frequency of infections 
of the vectors is still unknown. The aim of our study was to introduce and to optimize 
molecular protocols for specific detection of phleboviruses in different locations in Slovenia. 
Although we successfully introduced and optimized specific molecular diagnostic protocols 
for the detection of phleboviruses in sandfly samples, all tested samples, collected in Slovenia 
in 2017 and 2018 were found negative.   
 
 













Ekološke spremembe, kot so urbanizacija, razširjanje poljedelstva in sistemi umetnega 
namakanja, vplivajo na pogostost pojavljanja peščenih muh. Gostota in velikost območja 
naseljenosti peščenih muh sta prav tako pomembna dejavnika, na katera vplivata temperatura 
ozračja in padavine. Segrevanje ozračja omogoča širitev življenjskega prostora peščenih 
muh. Do konca stoletja naj bi bilo število vročih dni v srednji Evropi enako kot je danes 
število vročih dni v južnem delu Evrope. Količina poletnih padavin pa naj bi narastla v 
severovzhodnem delu Evrope, kjer naj bi se ozračje tudi najbolj segrelo. Peščene muhe ne 
morejo uravnavati svoje telesne temperature, zato so popolnoma odvisne od temperature 
ozračja. Zgolj razširjenost peščenih muh na nekem območju še ne pomeni nujno tudi 
razširjenosti virusov, ki jih le-te prenašajo, saj na vzpostavitev endemičnega območja 
vplivajo številni dejavniki kot so razmnoževanje virusa, delež vbodov prenašalcev, 
dostopnost gostitelja in doba okuženosti ostalih gostiteljev. Na razširjanje flebovirusov 
vplivajo turizem, ekonomske, socialne in politične migracije, kar vse predstavlja velik 
problem v Evropi, kjer so potovanja zelo enostavna. Tudi območja izven Evrope, s slabimi 
higienskimi razmerami, vplivajo na večjo gostoto peščenih muh in flebovirusov. Tukaj je 
prav tako velik delež prebivalcev okuženih z virusom HIV in oslabljenim imunskim 
sistemom. Okužba s flebovirusom ima za njih lahko hujše posledice kot za zdrave ljudi. Na 
območjih vojn in konfliktov primanjkuje zdravstvenih ustanov, kar povzroča neustrezno 
precepljenost in imunsko zaščito prebivalcev teh območij. V begunskih taboriščih je 
populacija z nizko imunsko zaščito izjemno visoka, higienske razmere pa zelo slabe. Dokaz 
za to so zadnje migracije beguncev z območja Sirije v Turčijo, ki so povzročile povečano 
prisotnost novih vrst parazita lešmanije, ki ga prav tako prenašajo peščene muhe. Vse to 
omogoča širitev in obstanek naravnih rezervoarjev in prenašalcev, kar posledično pomeni 
širjenje virusov, ob primernih pogojih pa tudi njihovo mutacijo in spremembe lastnosti [1, 
2].  
 
1.1 Klasifikacija peščenih muh  
 
Dvokrilci so red iz razreda žuželk. V red dvokrilcev spada okoli 240 000 vrst. Ime so dobili 
zaradi zakrnelega para kril, ki predstavlja utripače. Red dvokrilcev je razdeljen na dva 
podreda s po približno 110 družinami. Ena izmed družin iz reda dvokrilcev je družina 
metuljastih mušic (Psychodidae). Zanje je značilna dlakasta obroba kril, ki jih strehasto, v 
obliki črke »V«, zložijo nad telo in spominjajo na metulje [3, 4, 5]. 
 
V družini metuljastih mušic najdemo poddružino peščenih muh oziroma flebotomov 
(Phlebotominae). Poddružina zajema rodove muh, ki se prehranjujejo s krvjo gostitelja. Z 
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izrazom »peščena muha« pogovorno poimenujemo pripadnike katerekoli vrste muh, ki letijo 
in sesajo kri. Ime »peščena muha« je tako lahko zavajajoče, saj pripadnikov te vrste ne 
najdemo dobesedno na območjih peska, puščav ali peščenih plaž, temveč se izraz nanaša na 
njihovo barvo. V različnih predelih z izrazom »peščena muha« označujejo različne vrste 
muh. V Združenih državah Amerike so to muhe iz družine Tabanidae ali Ceratopogonidae, 
zunaj ZDA iz družine Psychodidae, na Novi Zelandiji pa muhe iz rodu Austrosimulium. Po 
svetu najdemo več kot 400 različnih vrst peščenih muh [6]. 
 
1.2 Lastnosti peščenih muh 
 
Peščene muhe so majhne in barvno raznolike, vse od bele do črne (slika 1). Dolžina njihovega 
telesa je od 1,5 mm do 3 mm. Natančna klasifikacija še vedno ni jasna, ampak v osnovi 
spadajo v poddružino Phlebotominae rodovi Phlebotomus, Sergentomyia in Chinius, ki jih 
najdemo na območju Starega sveta ter Lutzomyia, Warileya, Brumptomyia, ki jih najdemo na 
območju Novega sveta. Glede na vir Svetovne zdravstvene organizacije poznamo 464 vrst 
peščenih muh, razdeljenih v 23 rodov in 20 podrodov. Peščene muhe za razvoj in 
razmnoževanje ne potrebujejo stoječe vode, potrebujejo pa vlažno in toplo podnebje. Njihova 
aktivnost je odvisna od letnega časa, natančneje od temperatur in količine padavin [6].  
 
Peščene muhe od mesta razmnoževanja prepotujejo le do 2000 m. Njihov let je neslišen in 
počasnejši od komarjevega. Hitrost njihovega leta je manj kot 1 m/s. Najraje se zadržujejo 
na nekoliko bolj hladnih in vlažnih območjih, zato jih največ najdemo v skednjih, hišah, 
jamah, drevesnih vdolbinah, v zidovih in v luknjah med kamenjem. Prehranjujejo se s 
sladkornimi viri, predvsem iz rastlin. Prehranjujejo se ponoči, z nekaterimi izjemami. S krvjo 
se prehranjujejo samo samice pred leženjem jajčec; ta pojav imenujemo anavtogenija. 
Samice pijejo kri različnih vretenčarjev, sesalcev, ptičev in nevretenčarjev. Pikajo večinoma 
ob mraku, ponoči ali v jutranjih urah. V primeru motenj njihovega življenjskega prostora 
lahko pikajo tudi podnevi. Samice jajčeca odlagajo na območjih, bogatih z organskimi viri, 
kot so živalski izločki in prst. Po izleganju jajčec se v 35–69 dneh razvijejo novi, odrasli 










Peščene muhe prenašajo parazite, bakterije in viruse. Učinkovito prenašajo viruse rodu 
Phlebovirus, Vesiculovirus in Orbivirus. Okužene peščene muhe najdemo na območju 
Starega sveta (južna Evropa, Afrika, Bližnji Vzhod, srednja in zahodna Azija). Predvsem v 
širšem Sredozemlju sta število vrst peščenih muh in pogostost okužbe s patogenimi 
mikroorganizmi precej višja kot so znanstveniki sprva predvidevali. Skupaj s širitvijo 
življenjskega prostora peščenih muh se širi tudi endemično območje flebovirusov [6, 7].  
 
Do okužb pri ljudeh in živalih prihaja zaradi hranjenja samice v obdobju pred leženjem 
jajčec, od maja do oktobra. Naravni rezervoar flebovirusov še ni znan, vendar velja, da je 
človek le naključni  gostitelj in ne igra bistvene vloge v življenjskem krogu virusa. Virus se 
prenaša z vertikalnim prenosom v naravnih habitatih, a učinkovitost tega procesa še ni 
zaznana. Možen je tudi horizontalni prenos virusa s parjenjem in prenosom virusa med 
samcem in samico peščenih muh [1].  
 
1.3 Zemljepisna razširjenost peščenih muh 
 
Peščene muhe najdemo predvsem v tropskem in subtropskem pasu. Na severu njihov 
življenjski prostor sega do zemljepisne širine 50°, na jugu do zemljepisne širine 40°. Peščene 
muhe živijo v južnem in srednjem delu Evrope, Aziji, Afriki, Avstraliji, Srednji Ameriki in 
Južni Ameriki. Življenjski prostor peščenih muh sega od nadmorske višine pod gladino morja 
(ob Mrtvem morju) in vse do območij na 3500 m (v Afganistanu). Velik vpliv na življenje 
peščenih muh imajo tudi padavine. Nalivi lahko otežujejo njihovo gibanje, zato je v deževnih 
obdobjih populacija sorazmerno manjša [1, 7, 8]. 
 
Na območju slovenske Istre so dokazali peščene muhe vrste Phlebotomus neglectus, 
Phlebotomus perniciosus, Phlebotomus mascittii in Phlebotomus papatasi. Glede na 
podnebne spremembe računalniške simulacije napovedujejo razširjanje življenjskega 
prostora peščenih muh. Dokazano so prisotne že v južni Avstriji in zahodni Nemčiji [1, 7, 9].   
 
1.4 Genomske lastnosti flebovirusov 
 
Flebovirusi so virusi, ki sodijo med arboviruse, torej jih prenašajo členonožci (peščene muhe, 
komarji ali klopi). So sferične oblike, obdani z virusno ovojnico. Njihov premer je od 80 nm 
do 120 nm. Na površini virusne ovojnice so razporejeni  glikoproteini v obliki ikozaedra s 
simetrijo T=12. Flebovirusi vsebujejo enoverižno, negativno molekulo RNA, ki je razdeljena 






Slika 2: Zgradba flebovirusov. A: flebovirus z molekulo RNA, razdeljeno na segmente S, M in L. 
B: posamezni segmenti in proteini, za katere nosijo zapis posamezni segmenti [11, 12]. 
 
 
Segment L vsebuje zapis za od RNA odvisno RNA-polimerazo in je velik 6,4 kb. Segment 
M vsebuje zapis za ovojnična glikoproteina (protein Gn in protein Gc) in je velik 3,2 kb. 
Segment S, velikosti 1,7 kb, vsebuje zapis za virusni protein nukleokapside N in nestrukturne 
proteine NS (slika 2B). Vsi segmenti imajo podobno organizacijo s kratkimi neprevajajočimi 
se regijami (UTR) na obeh straneh zapisa za protein. Regije UTR imajo komplementarne 5'-
konce in 3'-konce ter ohranjene regije, specifične za fleboviruse, ki sodelujejo pri 
enkapsulaciji novega virusnega delca. Regije UTR vsebujejo tudi signale, ki so potrebni za 
transkripcijo in replikacijo [12].  
 
Glikoproteina Gn in Gc imata pomembno vlogo pri vstopu virusa v gostiteljsko celico in sta 
edini tarči za nevtralizirajoča protitelesa. Glikoproteina se sintetizirata kot prekurzorski 
protein Gn/Gc in se ločita na poti v endoplazemski retikulum zaradi proteolitične cepitve s 
signalno peptidazo. V endoplazemskem retikulumu poteka vezava glikanov na N-konec 
proteinov. Proteina nato potujeta v Golgijev aparat, kjer sodelujeta pri sestavljanju novih 
virusnih delcev [13]. 
 
Segment S je obeh orientacij hkrati (ang. ambisense). To pomeni, da smerni in protismerni 
del molekule RNA nosi zapis za protein. V zaporedju segmenta S sta dva odprta bralna 
okvirja (ORF). Na 3'-koncu genomske RNA je zapis za strukturni protein N. Antigenomska 
RNA je komplementarna genomski RNA in nastane s podvojevanjem genomske RNA. Na 
3'-koncu antigenomske RNA je zapis za nestrukturne proteine NS (slika 3). Med obema 
bralnima okvirjema se nahaja lasnica, bogata s citozini, ki predstavlja stop signal za RNA-
polimerazo in preprečuje nastanek dvoverižne molekule RNA. Dvoverižna molekula RNA 
pri vseh celicah sproži protivirusno reakcijo. Vloga nestrukturnih proteinov NS je zaustavitev 
prepisa v jedru gostiteljske celice in inhibicija z RNA regulirane protein kinaze. Primerjave 






ohranjeni in zato primerni za specifično dokazovanje flebovirusne RNA v preiskovanih 




Slika 3: Genski zapis na segmentu S, genoma flebovirusov [11]. 
 
 
Virusni protein N ščiti virusno RNA pred gostiteljskim imunskim sistemom. Ima pomembno 
vlogo pri transkripciji in replikaciji, zato mesto vezave proteina N na molekulo RNA 
uporabljajo kot tarčo za razvoj protivirusnih zdravil. Protein N sodeluje tudi pri nastajanju 
genomskih ribonukleoproteinov (RNP). RNP-ji zaščitijo, transportirajo in pakirajo virusno 
RNA ter služijo kot osnova za sintezo mRNA in novih kopij virusne RNA. RNP-ji nastanejo 
s povezavo proteina N in molekule RNA. Tvorijo psevdovrtačne struture, ki so organizirane 
v krogu zaradi komplementarnih 5'-koncev in 3'-koncev segmentov S, M in L. Na kompleks 
RNA in proteina N se veže še od RNA odvisna RNA-polimeraza. Ta sodeluje pri transkripciji 
in povezovanju novonastalih segmentov S, M in L [12, 13].  
 
Enoverižna RNA je izpostavljena številnim mutacijam. Na molekulo RNA vplivajo tudi 
evolucijske spremembe, ki nastajajo z rekombinacijo, pri kateri prihaja do genskih zamenjav 
segmentov RNA in nastanka himernih virusov z novimi lastnostmi. Zaradi teh dejavnikov so 




Po piku peščene muhe flebovirus vstopi v gostiteljski organizem. Poteče vezava proteinskega 
dimera Gn-Gc na receptorje gostiteljskih celic. Receptorji na gostiteljskih celicah so za 
dendritične celice specifične znotrajcelične adhezijske molekule, heparan sulfat ali nemišični 
miozin. Po vezavi virusa na receptor, virus z endocitozo vstopi v gostiteljsko celico. Pri 
endocitozi sodelujeta kaveolin ali klatrin in ribonukleaza. V poznem endosomu nizek pH 
poveča aktivnost proteina Gc in ribonukleokapsdni segmenti se sprostijo v citoplazmo 
gostiteljske celice. Poteče transkripcija virusne RNA v mRNA. Pogoj za transkripcijo je 
virusna genomska RNA, obdana z nukleokapsidnim proteinom. Na vsakem koncu virusnega 
gena se nahaja zaporedje nukleotidov, ki tvorijo lasnico in omogočajo vezavo virusne od 
RNA odvisne RNA-polimeraze, ki se veže na promotor segmentov. Mehanizem preklopa iz 
transkripcije na replikacijo še ni znan. Replikacija se začne, ko je na voljo dovolj 
nukleoproteinov za pakiranje novonastalih genomov. Posledica replikacije je nastanek 
genomskih kopij, ki bodo del novonastalih virionov. Sinteza glikoproteinov poteka na 
endoplazemskem retiklumu, sinteza virusnega nukleoproteina in polimeraze pa poteka v 
celični citoplazmi. Nastanejo kompleksi RNP, ki skupaj z glikoproteini potujejo v Golgijev 
aparat. Posamezne komponente novih virusov se sestavljajo v Golgijevem aparatu. Virioni 
se iz celice sprostijo z eksocitozo [11, 12, 13]. 
 
1.5 Zemljepisna razširjenost flebovirusov 
 
Flebovirusi so tesno povezani s svojimi prenašalci – peščenimi muhani, zato so razširjeni 
povsod, kjer je populacija peščenih muh dovolj velika. Tako so jih v Evropi dokazali na 
Portugalskem, v Španiji, Franciji, Italiji, na Malti, Hrvaškem, v Albaniji, Bosni in 
Hercegovini, Srbiji, na Kosovu, v Grčiji, Turčiji, na Cipru in v Moldaviji. Poleg tega so jih 
odkrili tudi v Aziji in na Bližnjem Vzhodu (Izrael, Jordanija, Armenija, Azerbajdžan, Irak, 
Savdska Arabija, Kuvajt, Iran, Turkmenistan, Uzbekistan, Afganistan, Pakistan, Indija in 
Bangladeš) ter v Afriki (Maroko, Alžirija, Tunizija, Egipt, Sudan, Uganda, Etiopija, 
Somalija, Džibuti). Na slikah, ki prikazujejo območja razširjenosti flebovirusov, Slovenija 
predstavlja sivo območje, kar pomeni, da podatkov o razširjenosti flebovirusov na tem 
področju še ni [1].  
 
1.6 Taksonomska razdelitev flebovirusov  
 
Okužbe s flebovirusi so predstavljale veliko težavo pri vojakih že v času Napoleonovih vojn, 
okupacije Avstrije na Balkanu in britanske okupacije Indije in Pakistana. Papatači mrzlico 
ali 3-dnevno mrzlico povzroča flebovirus in jo je prvič opisal Alois Pick leta 1886 na 
območju Bosne in Hercegovine. Virus je bil takrat široko razširjen v okolju, zato so večjo 






flebovirusi dokazali tudi med drugo svetovno vojno na okupiranih območjih Sredozemlja, 
Severne Afrike in Bližnjega Vzhoda [1]. 
 
Phlebovirus je rod virusov, ki spada v družino Phenuiviridae in red Bunyavirales. Rod glede 
na podatke Mednarodnega komiteja za taksonomijo virusov (ICTV) zajema devet vrst [2, 
10].   
 
Viruse delimo na viruse Novega sveta, ki jih prenašajo muhe iz rodu Lutzomyia in na viruse 
Starega sveta, ki jih prenašajo muhe iz rodu Phlebotomus. Viruse Starega sveta delimo glede 
na antigenske lastnosti v tri serološke komplekse – kompleks peščene muhe Sicilian, 
kompleks peščene muhe Naples in kompleks Salehabad. Kompleks peščene muhe Naples 
zajema virus peščene muhe Naples (SFNV), virus Toscana (TOSV), virus Tehran (THEV) 
in virus Massilia (MASV). Kompleks Salehabad zajema virus Salehabad (SALV) in virus 
Arbia (ARBV). Poleg njih poznamo še virus peščene muhe Sicilian (SFSV) in virus Corfou 








1.7 Virus peščene muhe Sicilian 
 
Virus peščene muhe Sicilian je endemičen v Sredozemlju, v srednji Evropi in Aziji ter na 
Bližnjem Vzhodu. Prvič so ga izolirali iz seruma vojakov v Egiptu, leta 1943. Kasneje so ga 
izolirali še na Siciliji, po pojavu kliničnih znakov med ameriškimi vojaki. Virus je prenašala 
peščena muha Phlebotomus papatasi. Virus so izolirali tudi iz vrste P. ariasi. V Italiji se je 
po letu 1940 zaradi uporabe ditiotreitola (DTT) število osebkov P. papatasi drastično 
zmanjšalo, zato predpostavljajo, da so prenašalci tudi druge vrste peščenih muh, kot je 
P. neglectus. V življenjskem krogu virusa bi lahko sodelovali tudi glodavci in žužkojedi. Na 
določenih območjih ima virus različno ime, kot je virus Cyprus, ki so ga izolirali na območju 
Cipra in se genetsko le malo razlikuje od ostalih virusov iste vrste. Zaradi velikega števila 
različnih potencialnih prenašalcev, podnebnih sprememb, nenadzorovanih genskih mutacij 
virusa in številnih drugih dejavnikov raziskovalci priporočajo raziskave na področju te vrste 
virusa, ki je razširjen tudi v naši neposredni okolici [1, 14]. 
 
1.8 Virus peščene muhe Naples 
 
Virus peščene muhe Naples so prvič izolirali iz krvi okuženega vojaka v Neaplju, leta 1944. 
Z metodo nevtralizacije in testom vezave komplementa so ugotovili, da se razlikuje od virusa 
peščene muhe Sicilian. Virus peščene muhe Naples je endemičen v Sredozemlju, v srednji 
Evropi in Aziji ter na Bližnjem Vzhodu. Zadnjo epidemijo virusa so zabeležili leta 1990 na 
Cipru in v Afganistanu. Na ostalih območjih epidemije ni bilo že dlje časa. Znani prenašalci 
virusa so P. papatasi, P. perniciosus in P. perfiliewi [1]. 
 
1.9 Virus Toscana 
 
Virus Toscana sodi v isti serokompleks kot virusa peščene muhe Naples. Prvič so ga izolirali 
v srednji Italiji, leta 1971, iz P. perniciosus. Okužbe pri ljudeh so prvič potrdili pri švedskem 
in ameriškem turistu, ki sta se vrnila iz Italije oziroma Portugalske in sta razvila meningitis 
neznanega vzroka. Kasneje so ugotovili, da je okužba z virusom Toscana glavni vzrok za 
meningitis v poletnih mesecih v osrednji Italiji. Glavna prenašalca sta P. perfiliewi in 
P. perniciosus, virus pa so izolirali tudi iz vrste Sergentomyia minuta. S. minuta je vrsta 
peščene muhe, ki se prehranjuje izključno s krvjo kuščarjev in gekonov, iz česar lahko 
sklepamo, da lahko virus okuži zelo širok nabor gostiteljev v naravi. Pri ljudeh po 
inkubacijski dobi sledi obdobje zelo kratke viremije, zaradi česar človek ni pomemben pri 
ohranjanju virusa v naravi. Kmalu so endemično območje virusa razširili še na ostale države 
Sredozemlja, kjer so ugotovili povečano prisotnost okužb osrednjega živčnega sistema v 







1.10 Virus Adria 
 
Virus Adria so odkrili v peščenih muhah v Albaniji, leta 2010. Endemičen je na območju 
Jadranskega morja. Genetsko je podoben virusu Arbia. Njegove patogene lastnosti za 
človeka in način prenosa še raziskujejo [15].  
 
1.11 Drugi flebovirusi 
 
Virus Corfu so izolirali na grškem otoku Krfu in je genetsko in antigenetsko podoben virusu 
peščene muhe Sicilian. Tudi v drugih sredozemskih državah so dokazali prisotnost podobnih 
virusov, ki še niso uvrščeni v klasifikacijo ICTV. V Franciji in Španiji so izolirali virus 
Massilia in virus Granada, v Tuniziji pa virus Punique. Virusi so genetsko podobni virusu 
peščene muhe Naples [1]. 
 
Fleboviruse so dokazali tudi na območju Centralne Amerike. Virus Punta Toro so izolirali iz 
vrst Lutzomyia trapidoi in L. ylephiletor [14]. 
 
V Turčiji so leta 2015 odkrili nov virus, ki so ga uvrstili v kompleks virusa Salehabad in ga 
poimenovali virus Adana [16].  
 
V Albaniji, kjer so prisotne različne vrste peščenih muh, so leta 2016 izolirali in opisali virus 
Balkan. Uvrstili so ga v kompleks virusa peščene muhe Naples. Dokazov, da je ta virus 
patogen za človeka, še ni [17].  
 
1.12 Klinični znaki okužbe s flebovirusi 
 
Mrzlica papatači je bolezen, ki je bila prisotna pri vojakih že med Napoleonskimi vojnami. 
Kmalu so začeli sumiti, da je bolezen posledica pika žuželke in okužbe z virusom. Okužbe z 
virusom peščene muhe Naples in peščene muhe Sicilian se klinično ne razlikujejo. Po 
inkubacijski dobi tri do pet dni nastopijo povišana telesna temperatura, slabost, občutljivost 
na svetlobo, glavobol, bolečine v mišicah in sklepih. Ti znaki pri večini bolnikov trajajo dva 
do tri dni. V ekstremnih primerih lahko bolezen traja tudi do 11 dni. V času okužbe lahko 
dokažemo tudi levkopenijo – znižanje števila belih krvničk [1, 6].  
 
Virus Toscana je edini virus, ki vpliva na delovanje osrednjega živčnega sistema in lahko 
povzroča meningitis in meningoencefalitis. Inkubacijska doba virusne okužbe je od nekaj dni 
do dveh tednov. Po inkubacijski dobi nastopijo glavobol, vročina, bruhanje, otrdelost vratu, 
motnje zavesti. Bolezen izzveni po sedmih dneh brez posledic. V redkih primerih pride do 
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okužbe osrednjega živčnega sistema in po daljšem obdobju povišane telesne temperature 
lahko pride do hujših posledic, kot so koma, izguba zavesti, tresenje, oglušelost, nistagmus, 
encefalitis ali meningitis. Fizični pregled pokaže otrdelost vratu. V nekaterih primerih lahko 
okužba mine brez vpliva na osrednji živčni sistem, zato vzroka okužbe sploh ne raziskujemo. 
To je lahko razlog, da podcenjujemo število okužb z virusom v endemičnih območjih [1, 18].  
 
1.13 Laboratorijska diagnostika flebovirusov 
 
V zgodnjih fazah okužbe lahko za dokaz okužbe s flebovirusi uporabimo neposredne metode, 
s katerimi dokazujemo viruse v kliničnih vzorcih. Virus lahko izoliramo iz krvi ali likvorja 
in ga razmnožimo na različnih celičnih linijah (VERO E6, BHK-21, CV-1 in SW13), pri 
katerih dnevno opazujemo citopatogeni učinek pomnoževanja virusov. Poleg izolacije lahko 
za neposredni dokaz virusa uporabimo tudi molekularne metode. Metoda verižne reakcije s 
polimerazo v realnem času omogoča hiter dokaz relativno majhnih koncentracij virusne RNA 
v krvi ali likvorju bolnika. Kljub temu flebovirusi pri ljudeh povzročajo le kratkotrajno in 
nizko viremijo, zato okužbe pri ljudeh pogosto ugotavljamo s posrednimi, serološkimi testi, 
kot sta ELISA in MAC-ELISA. S serološkimi metodami lahko dokažemo okužbe z 
različnimi vrstami flebovirusov, vendar ne omogočajo specifičnega razlikovanja med 
posameznimi vrstami. Na podlagi serološkega odgovora lahko viruse med seboj razlikujemo 
samo z nevtralizacijo ali metodo redukcije plakov [14, 18].  
 
1.14 Zdravljenje okužb s flebovirusi in cepiva 
 
Zdravljenje okužbe s flebovirusom je simptomatsko. Ne priporočajo zdravljenja s 
hepatotoksičnimi zdravili kot so aspirin, ibuprofen in ketoprofen. V primerih vojaških okužb 
je zdravljenje najpogosteje z doksiciklinom. Raziskave na celičnih kulturah so pokazale, da 
je selenazol učinkovit zaviralec razmnoževanja virusa peščene muhe Sicilian. Učinkovitost 
zdravljenja z ribavirinom so preizkusili pri prostovoljcih, ki so bili okuženi z virusom 
peščene muhe Sicilian in pri vseh je ribavirin učinkovito preprečil obolenje. Tudi 
kombinacija ribavirina s človeškim rekombinantnim interferonom alfa je bila učinkovita pri 
raziskavah na celičnih kulturah. Nižjo toksičnost od ribavirina imata pirazinova derivata T-
705 in T-1106, ki sta pri in vitro testih uspešno zavirala razmnoževanje virusa peščene muhe 
Naples [1, 14].  
 
Na trgu trenutno ni dostopnih odobrenih cepiv ali protivirusnih zdravil za zdravljenje okužb 
s flebovirusi. V postopku razvoja je cepivo za zaščito proti virusu mrzlice doline Rift, ki 
spada v rod flebovirusov, a ga prenašajo komarji. V stopnji razvoja je tudi cepivo proti virusu 
Toscana, ki ga sestavlja rekombinantni virus Toscana s strukturnimi proteini N-Gc. Cepivo 






virusa Toscana. Razvoj zdravil in cepiv je smiseln za vojaško uporabo na endemičnih 
območjih, saj bi omogočili nemoteno delovanje in izvajanje vojaških operacij. Uporabljali bi 
jih lahko ljudje, ki pogosto potujejo ali se odpravljajo na endemična območja in tudi 
prebivalci teh območij. Problem razvoja cepiv je izredna genetska raznovrstnost virusov, zato 
je malo verjetno, da bi cepivo delovalo na širok spekter virusov, ki so bili odkriti na različnih 
zemljepisnih območjih [1, 19].  
 
1.15 Ukrepi proti razširjanju peščenih muh 
 
Učinkovit način ukrepanja proti razširjanju peščenih muh je uničenje habitata peščenih muh 
ali obravnava področij z odloženimi jajčeci peščenih muh z mešanico plinov in dodanim DTT 
ali β-heksaklorocikloheksanom. Posek gozdov zmanjšuje življenjski prostor peščenih muh, 
prav tako omejevanje primernih zatočišč. V Indiji so to izvajali s preplastitvijo hiš, obzidij, 
odprtin z mešanico blata in apna. Med letoma 1950 in 1960 so po hišah razprševali DTT, kar 
je povzročilo upad števila peščenih muh, a so se po prenehanju te dejavnosti populacije vrnile 
na prejšnjo raven. Učinkoviti so tudi drugi insekticidi, kot so organoklorini, organofosfati, 
karbamati in malation, vendar ne delujejo na daljši rok in delujejo samo v notranjih prostorih. 
Dokazali so tudi odpornost peščenih muh na DTT. Za trenutno uporabo najbolj učinkuje 
uporaba zaščitnih mrež, ki so lahko impregnirane s piretoidi, repelenti in insekticidi [1, 8].  
 
1.16 Flebovirusi v sosednjih državah in problematika v Sloveniji 
 
Že leta 1987 so na Hrvaškem, na otoku Mljet, pri več kot polovici zdravih prebivalcev v krvi 
odkrili protitelesa proti virusu peščene muhe Naples. Protitelesa razreda IgG so dokazali tudi 
pri 37,5 % prebivalcev iz obalnih regij in celinske Hrvaške. Leta 2012 so dokazali tudi RNA 
virusa Toscana v likvorju bolnika iz Splita [20]. 
 
Virusi peščene muhe Naples, peščene muhe Sicilian ter virus Toscana so bili prvič izolirani 
v Italiji, naši zahodni sosedi. V devetdesetih letih prejšnjega stoletja je bil virus Toscana 
glavni vzrok za meningitis v poletnih mesecih v srednji Italiji. V vseh italijanskih pokrajinah, 
z izjemo skrajnega severa, so izolirali virus pri bolnikih in dokazali visoko seroprevalenco 
(30–50 %) v populaciji. V prenašalcih so dokazali tudi virusa Arbia in Adria [1]. 
  
Glede na razširjenost virusov v sosednjih državah se poraja vprašanje, ali je virus razširjen 
tudi v Sloveniji. Predvsem primorska regija predstavlja ustrezen življenjski prostor za 




1.17 Metode za dokaz flebovirusov v prenašalcih 
 
1.17.1 Verižna reakcija s polimerazo  
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, ki jo je leta 1980 razvil Kary Mullis. 
Uporabna je za dokaz virusne DNA. Temelji na lastnosti DNA-polimeraze, ki omogoča 
pomnoževanje tarčnega zaporedja DNA ali cDNA. Najpogosteje uporabljamo termostabilno 
polimerazo Taq. Uporabljamo začetne oligonukleotide, ki se vežejo na specifično mesto na 
matrični molekuli nukleinske kisline. Začetni oligonukleotidi so dolgi od 15 do 40 
nukleotidov, nimajo sekundarnih struktur in med seboj niso komplementarni. DNA-
polimeraza na 3'-konec oligonukleotidov dodaja posamezne deoksiribonukleozidtrifosfate 
(dNTP), prisotne v reakcijski mešanici. V primeru RT-PCR zaradi aktivnosti reverzne 
transkriptaze najprej poteče transkripcija RNA v cDNA. Reverzna transkriptaza ima visoko 
temperaturno stabilnost in vsebuje RNazno aktivnost, ki omogoči razgradnjo matrične 
molekule RNA po obratni transkripciji v cDNA. Pri PCR število nastalih kopij DNA raste 
eksponentno. Pri izvedbi uporabljamo tri temperaturne stopnje – ločitev dvojne verige DNA 
pri temperaturi 90 °C ali več, sledi prileganje začetnih oligonukleotidov pri temperaturi 50–
70 °C in podaljševanje verige DNA pri temperaturi 72 °C. Metodo izvajamo s ponavljanjem 
temperaturnih ciklov. Postopek lahko optimiziramo in prilagajamo temperature ter število 
posameznih ciklov. Pojavljajo se lahko težave, kot so inhibitorji polimeraze v vzorcu, 
akumulacija pirofosfatnih molekul in prileganje nastalega produkta med sabo. Prednost tega 
postopka je cenovna dostopnost, slabost pa nizka občutljivost in nekvantitativni rezultati 
[21]. 
 
1.17.2  Vgnezdeni PCR 
 
Vgnezdeni PCR je modficirana metoda PCR, ki jo lahko izvedemo po PCR ali RT-PCR. 
Omogoča večjo specifičnost in tudi občutljivost. Pri tej metodi se par novih začetnih 
oligonukleotidov veže na produkt PCR iz prve stopnje. Prvotni produkt pomnožimo in dokaz 
produkta poteka enako kot pri običajnem PCR. Vgnezdeni PCR omogoča dokaz specifičnega 
produkta ter poveča občutljivost, ker še dodatno pomnožimo produkte, ki smo jih pridobili v 
prvi stopnji PCR [22]. 
 
1.17.3  Elektroforeza 
 
Produkte reakcije PCR analiziramo z agarozno gelsko elektroforezo. Z elektroforezo ločimo 
nukleinske kisline po velikosti in produkte primerjamo s standardno lestvico DNA, ki 
predstavlja fragmente DNA z znano velikostjo. Vidnost produktov omogoča interkalirajoče 






1.17.4 Določanje nukleotidnega zaporedja produktov PCR 
 
Določanje nukleotidnega zaporedja uporabljamo za prepoznavo produktov PCR. Pri 
direktnem določanju ne moremo videti mutacij, ki so nastale med PCR, ker natančno reakcijo 
izvedemo na mešanici produktov, nastalih med PCR. Če pred sekvenciranjem izvedemo 
kloniranje, določimo zaporedje samo enega produkta PCR in točno ta lahko vsebuje napako.  
 
V našem primeru smo določanje nukleotidnega zaporedja izvajali s Sangerjevo metodo. 
Produkte PCR smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo, kjer smo uporablili agarozo visoke 
čistosti. Iz gela smo izrezali produkt in ga očistili z metodo ExoSAP. Za čiščenje lahko 
uporabimo metodo ExoSAP, čiščenje s kolono, čiščenje iz gela ali redčenje produktov PCR. 
dNTP in začetni oligonukleotidi po čiščenju ne bi več smeli biti prisotni. Izvedemo 
sekvenčno reakcijo z dodanimi začetnimi oligonukleotidi, ki poteka v ciklih v treh 
temperaturnih stopnjah. Pri sekvenčni reakciji se na 3'-konec osnovne verige dodajajo začetni 
oligonukleotidi. Na rastočo hčerinsko verigo DNA se nato dodajajo dNTP-ji, označeni s 
fluorokromi. Po končani sekvenčni reakciji produkt vstavimo v sekvenator ter fragmentom 
DNA, ki potujejo skozi kapilarno gelsko elektroforezo, določimo nukleotidno zaporedje na 
osnovi kromatograma [23, 24].  
 
1.17.5 PCR v realnem času 
 
PCR v realnem času omogoča dokaz in kvantitativno ter kvalitativno oceno produkta, ki 
nastane v vsakem ciklu reakcije PCR. Metodo so razvili leta 1993 in leta 1997 na trgu prvič 
predstavili aparature za izvajanje postopka. Uporabljamo oligonukleotidno sondo, ki je 
fluorescenčno označena, označena z izotopom fosforja 32P ali interkaliramo barvila, ki se 
vežejo na dsDNA. Zelo pogosto uporabljamo metodo TaqMan, ki izkorišča 5'-eksonukleazno 
aktivnost polimeraze Taq za cepitev oligonukleotidne sonde. Cepitev oligonukleotidne sonde 
povzroči signal, ki ga lahko dokažemo in izrišemo talilno krivuljo. Pri kvantitativnem PCR 
krivuljo primerjamo s krivuljami ostalih vzorcev z znano koncentracijo DNA, pri 
















2 Namen dela in hipoteza 
 
Natančnih podatkov o razširjenosti različnih vrst peščenih muh, ki bi lahko prenašale 
fleboviruse v Sloveniji, še ni. Prav tako, razen posameznih primerov okužb z virusom 
Toscana, pri bolnikih v Sloveniji še ni podatkov o razširjenosti flebovirusov v naravnem 
rezervoarju, prenašalcih. Namen magistrske naloge je bil ugotavljanje prisotnosti 
flebovirusov v peščenih muhah, ki smo jih vzorčili na različnih lokacijah po Sloveniji v letih 





Zaradi prisotnosti peščenih muh v Sloveniji in dokazanih humanih okužb s flebovirusi, 


































3 Materiali in metode 
 
3.1 Vzorci peščenih muh 
 
V okviru magistrske naloge smo pregledali peščene muhe, ki so jih vzorčili sodelavci iz 
Fakultete za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, Univerze na 
Primorskem. Vzorčenje je potekalo od julija, 2017 do oktobra, 2018 na devetih lokacijah po 
Sloveniji: Velike Žablje, Kobdilj (Goriška regija), Hrastovlje, Lucija, Medljan, Parecag, 
Socerb, Truške, Šared (Obalno-kraška regija) in v južnem delu zvezne dežele Štajerske, v 
Avstriji. Uporabili so pasti BG-Sentinel z ogljikovim dioksidom. Vzorčene peščene muhe 
smo prenesli v laboratorij, kjer so jim z morfološko analizo določili vrsto in jih razvrstili v 
zbirke glede na spol, vrsto, rod in mikrolokacijo vzorčenja. Do analize v laboratoriju so vse 
vzorce hranili na suhem ledu ali v skrinji pri -80 °C.  
 
3.2 Vzorci virusnih izolatov 
 
Za optimizacijo molekularnih metod smo uporabili sledeče virusne izolate, ki so bili 
shranjeni v nacionalni virusni banki EVAg na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani: TOSV, SINV, CHIK, RVFV, SFTS, SFSV, 
SFNV. 
 
3.2.1 Osamitev nukleinske kisline 
 
Skupine peščenih muh smo homogenizirali v 600 µl medija RPMI in 200 µl uporabili za 
nadaljnjo osamitev nukleinske kisline s kompletom EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen) na 
avtomatskem robotu BioRobot EZ1-XL Advanced (Qiagen). Osamitev nukleinske kisline 
poteka po avtomatiziranem postopku z lizo celic in inaktivacijo RNaz, vezavo nukleinske 
kisline na magnetne delce, spiranjem nečistoč in elucijo nukleinske kisline. Nukleinsko 
kislino smo shranili pri -20 °C do nadaljnje uporabe. 
 
3.3 Izbor začetnih oligonukleotidov 
 
Na voljo je malo celotnih genomskih zaporedij flebovirusov, kar otežuje načrtovanje 
univerzalnih začetnih oligonukleotidov, ki bi pomnoževali tarčna zaporedja pri vseh 
flebovirusih. V magistrski nalogi smo se osredotočili na fleboviruse, ki so jih že odkrili v 
sosednjih državah. Zaradi velike genetske raznolikosti in nepoznavanja razširjenosti 
flebovirusov v Sloveniji smo se odločili za uporabo več molekularnih metod z več različnimi 
začetnimi oligonukleotidi. Metode so temeljile na segmentih S in L, ki imata najbolj 
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ohranjena zaporedja, kar omogoča pomnoževanje z univerzalnimi začetnimi oligonukleotidi. 
Za dokazovanje flebovirusne RNA smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so navedeni v 
tabeli 1 [26–29].  
 
Tabela 1: Uporabljeni začetni oligonukleotidi z nukleotidnim zaporedjem, ustrezni protokoli in 










Nukleotidno zaporedje (navedeno 
od 5'-koncu proti 3'-koncu) 
























Za vsako povzeto metodo smo najprej izvedli preizkus z virusnimi izolati flebovirusov – 




















3.4 Protokol Lambert 
 
Reakcijska mešanica s končnim volumnom 20 µl je vsebovala reagente, ki so našteti v tabeli 
2. 
 
Tabela 2: Reagenti, uporabljeni pri protokolu Lambert. 
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
RNA 5 µl  
2× pufer iz testnega kompleta 
PrimeScript One Step RT-PCR Kit 
Ver. 2 (TaKaRa, kat. št: #RR057A) 
10 µl 1× 
PrimeScript One Step EnzymeMix 
iz testnega kompleta PrimeScript 
One Step RT-PCR Kit Ver. 2 
(TaKaRa, kat. št: #RR057A) 
1 μl  
MBG-voda (Promega, kat. št.: 
P119C) 
2,8 μl  
50 µM Phlebo F1 0,4 µl 1 µM 
50 µM Phlebo F2 0,4 µl 1 µM 
50 µM Phlebo R 0,4 µl 1 µM 
 
 
Reakcija je potekala po temperaturnem protokolu, navedenem v tabeli 3. Na agarozni gelski 
elektroforezi smo pričakovali produkt velikosti 370 bp. 
 









3.5 Protokol Sanchez 
 
Reakcijska mešanica je v prvi stopnji s končnim volumnom 50 µl vsebovala reagente, ki so 
našteti v tabeli 4. 
 
 
50 °C 30 min 
94 °C 2 min 
94 °C 30 s 
55 °C 30 s 
72 °C 30 s 
72 °C 5 min 




Tabela 4: Reagenti, uporabljeni v prvi stopnji pri protokolu Sanchez. 
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
RNA 5 µl  
2× pufer iz testnega kompleta 
PrimeScript One Step RT-PCR Kit 
Ver. 2 (TaKaRa, kat. št: #RR057A) 
25 µl 1× 
PrimeScript One Step EnzymeMix 
iz testnega kompleta PrimeScript 
One Step RT-PCR Kit Ver. 2 
(TaKaRa, kat. št: #RR057A) 
2 μl  
MBG-voda (Promega, kat. št.: 
P119C) 
17 μl  
50 µM NPhlebo1+ 0,5 µl 0,5 µM 
50 µM NPhlebo1- 0,5 µl 0,5 µM 
 
 
Reakcija je potekala po temperaturnem protokolu, navedenem v tabeli 5. Na agarozni gelski 
elektroforezi smo pričakovali produkt velikosti 553 bp. 
 







Reakcijska mešanica s končnim volumnom 50 µl je pri vgnezdenem RT-PCR vsebovala 
reagente, ki so našteti v tabeli 6. 
 
Tabela 6: Reagenti, uporabljeni v stopnji vgnezdenega RT-PCR pri protokolu Sanchez. 
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
Produkt prve stopnje PCR 3 µl  
1,1× PCR SuperMix iz testnega 
kompleta Platinum PCR SuperMix 
(Invitrogen, kat. št.: 11306-016), 
46 µl 1× 
50 µM NPhlebo2+ 0,5 µl 0,5 µM 
50 µM NPhlebo2- 0,5 µl 0,5 µM 
50 °C 30 min 
94 °C 2 min 
94 °C 30 s 
46 °C 30 s 
72 °C 30 s 
72 °C 2 min 







Reakcija je potekala po temperaturnem protokolu, navedenem v tabeli 7. Na agarozni gelski 
elektroforezi smo pričakovali produkt velikosti 222 bp. 
 
Tabela 7: Temperaturni potek vgnezdenega RT-PCR pri protokolu Sanchez. 
 
      





3.5.1 Optimizacija protokola Sanchez 
 
Pri uvajanju protokola Sanchez smo ugotovili, da nismo uspešni pri pomnoževanju drugih 
flebovirusov, razen virusa TOSV, zato smo skušali optimizirati postopek na prvi in drugi 
stopnji pomnoževanja.  
 
Prva optimizacija protokola 
 
V prvi stopnji RT-PCR smo optimizirali temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov, 
zato smo nastavili temperaturni gradient. Uporabili smo temperature od 45 °C do 49 °C in 
dodali tudi stopnjo podaljševanja verige pri 72 °C, 2 min.  
 
Vgnezdeni PCR smo optimizirali na več načinov: 1) uporabili smo Platinum Hot Start PCR 
2× Master Mix (Invitrogen, kat. št.:13000-012/-013/-014), kjer uporabljamo polimerazo, ki 
se aktivira pri višji temperaturi; 2) optimizirali smo temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov s temperaturnim gradientom od 44 °C do 47 °C; 3) optimizirali smo čas 
prileganja začetnih oligonukleotidov in ga podaljšali iz 15 sekund na 30 sekund.  
 
Druga optimizacija protokola 
 
V drugi optimizaciji smo poleg vseh dejavnikov iz prve optimizacije spremenili še volumen 
vzorca iz prve stopnje. Pri stopnji vgnezdenega RT-PCR smo volumen vzorca iz prve stopnje 





94 °C 2 min 
94 °C 15 s 
46 °C 15 s 
72 °C 15 s 
72 °C 5 min 




Tretja optimizacija protokola 
 
V prvi stopnji RT-PCR smo zmanjšali koncentracijo dodanih začetnih oligonukleotidov iz 
0,5 µM na 0,3 µM.  
 
Encimsko čiščenje produktov pri protokolu Sanchez  
 
Pri protokolu Sanchez so se pri vgnezdenem PCR, kljub optimizaciji, pojavljali produkti 
velikosti 553 bp. Predvidevali smo, da so to produkti iz prve stopnje RT-PCR. Pojav 
nespecifičnih produktov iz prve stopnje PCR je lahko posledica kontaminiranih začetnih 
oligonukleotidov. Uporabili smo izhodne, neredčene oligonukleotide in napako delno 
odpravili. Zmanjšali smo tudi koncentracijo začetnih oligonukleotidov v prvi stopnji PCR in 
ugotovili, da pomnoževanje virusne RNA v prvi stopnji ni enako učinkovito.  
 
Izvedli smo encimsko čiščenje produktov prve stopnje PCR z metodo ExoSAP po protokolu. 
Pri čiščenju smo uporabili encima  eksonukleaza in termoobčutljiva alkalna fosfataza v 
razmerju 1:2. Potekla je hidroliza odvečnih začetnih oligonukleotidov, zato pri sekvenčni 
reakciji interferenca med molekulo DNA in nukleotidi ne poteka več. Tako očiščene vzorce 
lahko uporabljamo za določanje nukleotidnega zaporedja ali analizo SNP [30].  
 
Reakcijska mešanica je vsebovala 5 µl produkta PCR in 1,5 µl mešanice obeh encimov. 
Reakcija je potekala 15 min pri 37 °C in 15 min pri 85 °C. Očiščene produkte prve stopnje 
PCR smo ponovno analizirali na agarozni gelski elektroforezi. Produktom smo določili tudi 
nukleotidno zaporedje.   
 
3.6 Protokol Charrel 
 
Reakcijska mešanica s končnim volumnom 25 µl je v prvi stopnji RT-PCR vsebovala 














Tabela 8: Reagenti, uporabljeni v prvi stopnji pri protokolu Charrel. 
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
RNA 5 µl  
2× pufer iz testnega kompleta 
PrimeScript One Step RT-PCR Kit 
Ver. 2 (TaKaRa, kat. št: #RR057A) 
12,5 µl 1× 
PrimeScript One Step EnzymeMix 
iz testnega kompleta PrimeScript 
One Step RT-PCR Kit Ver. 2 
(TaKaRa, kat. št: #RR057A) 
1 μl 1× 
MBG-voda (Promega, kat. št.: 
P119C) 
6,1 μl  
50 µM SFNV S1 0,2 µl 0,4 µM 
50 µM SFNV S2 0,2 µl 0,4 µM 
 
 
Reakcija je potekala po temperaturnem protokolu, navedenem v tabeli 9. Na agarozni gelski 
elektroforezi smo pričakovali produkt velikosti 438 bp. 
 
Tabela 9: Temperaturni potek prve stopnje RT-PCR pri protokolu Charrel. 
 
 
        
        
 
 
Reakcijska mešanica s končnim volumnom 25 µl je v stopnji vgnezdenega RT-PCR 









50 °C 30 min 
94 °C 2 min 
94 °C 30 s 
48–53 °C 30 s 
72 °C 30 s 
72 °C 5 min 




Tabela 10: Reagenti, uporabljeni v stopnji vgnezdenega RT-PCR pri protokolu Charrel. 
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
Produkt prve stopnje PCR 3 µl  
2× MasterMix iz testnega kompleta 
Platinum Hot Start PCR (Invitrogen, 
kat. št.: 13000-012/-013/-014), 
12,5 µl 1× 
MBG-voda (Promega, kat. št.: 
P119C) 
9,1 µl  
50 µM SFNV S2 0,2 µl 0,4 µM 
50 µM SFNV R2 0,2 µl 0,4 µM 
 
 
Reakcija je potekala po temperaturnem protokolu, navedenem v tabeli 11. Na agarozni gelski 
elektroforezi smo pričakovali produkt velikosti 323 bp. 
 
Tabela 11: Temperaturni potek vgnezdenega RT-PCR pri protokolu Charrel. 
         
          





3.6.1 Optimizacija protokola Charrel 
 
Glede na literaturo in navodila proizvajalca uporabljene polimeraze smo vpeljali in izvedli 
optimizacijo protokola.  
 
Nastavili smo temperaturni gradient v prvi stopnji RT-PCR. Uporabili smo temperature od 
48 °C do 53 °C. Temperaturni gradient smo nastavili tudi v stopnji vgnezdenega PCR, kjer 
smo uporabili temperature od 50 °C do 58 °C.   
 
3.7 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Produkte PCR smo dokazali z 2 % agarozno gelsko elektroforezo z dodatkom barvila SYBR 
Safe DNA Gel Strain. Po potrebi smo produktom pred nanosom na elektroforezo dodali 
nanašalno bravo (6× Loading Dye Solution). Elektroforeza je tekla 30 do 35 min pri 110 V. 
Produkte smo pregledali z aparatom GelDoc pri 302 nm. 
 
94 °C 2 min 
94 °C 30 s 
50–58 °C 30 s 
72 °C 15 s 
72 °C 5 min 






3.8 Seznam opreme 
 
 Aparatura za PCR Eppendorf Mastercycler Pro,   
 sistem za izolacijo nukleinskih kislin Qiagen EZ1 Advanced XL, 
 aparatura za vgnezdeni PCR Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler, 
Model: 9902,  
 aparatura za PCR v realnem času Applied Biosystems StepOnePlus Instrument, 
 napajalnik Bio-Rad PowerPac Universal,  
 sistem za slikanje UVP GelDoc-It TS Imaging System,  
 sistem za opazovanje agaroznega gela Invitrogen E-Gel Safe Imager, 
 centrifuge Eppendorf Minispin ter Centrifuge 5430, 5427,  
 genski analizator Applied Biosystems, Hitachi, 3500 Genetic Analyser 8ch RUO, 
model: 622-0010,  
 fluorometer Thermo Fisher Scientific Qubit 3.0.  
 
3.9 Določitev nukleotidnega zaporedja 
 
Vse produkte, ki so bili na gelu jasno vidni, a so bili različnih, nespecifičnih velikosti smo 
analizirali v sekvenčni reakciji (vzorci vgnezdenega PCR-protokola Sanchez pri optimizaciji 
in vzorci vgnezdenega PCR-protokola Charrel pri analizi vzorčenih peščenih muh). Z 
določevanjem nukleotidnega zaporedja produktov smo preverili odseke katerih genov smo 
pomnožili in preverili, če je produkt pomnožen gen flebovirusa pri velikosti, drugačni od 
predvidene.  
 
Produkte smo nanesli na čistejšo agarozo UltraPure Agarose (Invitrogen). Elektroforeza je 
tekla 30 min pri 100 V. Produkte smo izrezali iz gela, jih stehtali in očistili z reagenti QIAEX 
II Gel Extraction Kit (Qiagen) po priloženem protokolu. Po čiščenju smo nastavili sekvenčno 
reakcijo s komercialnim kompletom BigDye Terminator (Thermo Fisher Scientific, 
Invitrogen) ter jo izvedli v aparaturi AB Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, 
Invitrogen). Reakcijska mešanica (končni volumen: 20 µl) je vsebovala komponente, naštete 










Tabela 12: Reagenti, uporabljeni pri sekvenčni reakciji.  
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
Vzorec, očiščen iz agaroznega gela 5 µl  
50 µM začetni oligonukleotidi 
NPhlebo2+, NPhlebo2-, SFNV-S2, in 
SFNV-R2 
1,5 µl 3,75 µM 
Big dye terminator 
(dideoksiribonuklotidi z 
označevalcem) 
2 µl  
BigDye sequencing buffer (s 
polimerazo in deoksiribonukleotidi) 
3 µl  
MBG-voda 8,5 µl  
 
 
Sekvenčna reakcija je potekala v temperaturnih stopnjah, navedenih v tabeli 13. 
 
Tabela 13: Temperaturni potek sekvenčne reakcije. 
 
 
     25 ciklov 
 
 
Po sekvenčni reakciji smo produktom določili nukleotidno zaporedje na avtomatskem 
genskem analizatorju ABI 3500 Genetic Analyser (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen). 
Rezultate smo analizirali s programom CLC Main workbench 6.7.4 in primerjali nukleotidna 
zaporedja naših vzorcev s podatkovno bazo GenBank. 
 
 
3.10 RT-PCR v realnem času za dokaz virusa TOSV 
 
Z RT-PCR v realnem času smo specifično dokazovali TOSV v vzorcih [30]. 
Reakcijska mešanica (končni volumen: 20 µl) za protokol RT-PCR v realnem času je 
vsebovala reagente, navedene v tabeli 14. 
 
 
96 °C 1 min 
96 °C 10 s 
50 °C 5 s 
60 °C 4 min 






Tabela 14: Reagenti, uporabljeni pri RT-PCR v realnem času za dokaz virusa TOSV.  
Reagent Volumen (µl) Končna koncentracija 
RNA 5 µl  
4× TaqMan Fast Virus 1-Step 
Master Mix (Applied Biosystems, 
kat. št.: 4444432) 
5 µl 1× 
MBG-voda (Promega, kat. št.: 
P119C) 
9,3 µl  
50 µM STOS-50F 0,2 µl 0,5 µM 
50 µM STOS-138R 0,2 µl 0,5 µM 
20 µM STOS-84T (FAM) 0,3 µl 0,3 µM 
 
 
Reakcija je potekala po temperaturnem protokolu, navedenem v tabeli 15. 
 
Tabela 15: Temperaturni potek RT-PCR v realnem času.  
 
 
       
      
 
 
50 °C 5 min 
95 °C 20 s 
95 °C 3 s 














4.1 Preizkus protokola Lambert 
 
Pri preizkusu protokola Lambert smo produkte velikosti 370 bp pričakovali pri vseh vzorcih 
predhodno izoliranih flebovirusov (TOSV, RVFV in SFTS), vendar sta bila pozitivna le 
vzorca TOSV in RVFV. Vzorca alfavirusov SINV in CHIK sta bila pričakovano negativna, 
s čimer smo dokazali specifičnost prileganja začetnih oligonukleotidov (slika 5). SFTS 
prenašajo klopi in je flebovirus, ki se po aminokislinskem zaporedju zelo razlikuje od ostalih 
virusov peščenih muh. Kljub temu, da je bil vzorec SFTS negativen, smo se na podlagi ostalih 




Slika 5: Elektroforezno ločeni produkti PCR za flebovirusni segment S, dobljeni po preizkusu 
protokola Lambert. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. 1: TOSV, 2: SINV, 3: CHIK, 
4: RVFV, 5: SFTS, NK: negativna kontrola (voda), PK: pozitivna kontrola (TOS PK).  
 
 
4.2 Rezultati preizkusa in optimizacija protokola Sanchez 
 
V prvi stopnji PCR smo produkt velikosti 553 bp pričakovali pri vseh vzorcih flebovirusov: 
TOSV, RVFV, SFTS in SFNV. Pri vzorcih SFTS in SFNV je bil rezultat negativen (slika 6, 
levo).  
 
V stopnji vgnezdenega PCR smo pričakovali produkte velikosti 222 bp. Šibek produkt je bil 
viden le pri vzorcu TOSV. Tudi pri pozitivni kontroli je bil produkt po elektroforezi zelo 







Slika 6: Elektroforezno ločeni produkti PCR za flebovirusni segment L, dobljeni po preizkusu 
protokola Sanchez. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. LEVO: prva stopnja RT-PCR. 
1: TOSV, 2: SINV, 3: CHIK, 4: RVFV, 5: SFTS, 6: SFNV, NK: negativna kontrola (voda), 
PK: pozitivna kontrola (TOS PK). DESNO: vgnezdeni PCR. 1: TOSV, 2: SINV, 3: CHIK, 4: RVFV, 
5: SFTS, 6: SFNV, NK: negativna kontrola (voda), PK: pozitivna kontrola (TOS PK).  
 
 
4.2.1 Rezultati prve optimizacije protokola Sanchez 
 
V prvi optimizaciji smo v prvi stopnji RT-PCR spremenili temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov, pri vgnezdenem PCR smo uporabili polimerazo, ki se aktivira pri višji 
temperaturi in spremenili temperaturo ter čas prileganja začetnih oligonukleotidov. Po 
optimizaciji smo v prvi stopnji RT-PCR uspešno pomnožili vzorce TOSV, RVFV in SFSV. 
Produkta pri vzorcu SFNV še vedno ni bilo (slika 7). Glede na rezultate smo se v prvi stopnji 










Slika 7: Elektroforezno ločeni produkti prve stopnje PCR za flebovirusni segment L, dobljeni po prvi 
optimizaciji protokola Sanchez. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. 1: TOSV, 2: 
RVFV, 3: SFNV, 4: SFSV, NK: negativna kontrola (voda). Set vzorcev pri temperaturi prileganja 
45 °C, 46 °C, 47 °C , 48 °C in 49 °C. 
 
 
Z vgnezdenim PCR smo po optimizaciji v vseh vzorcih uspešno pomnožili tarčno zaporedje, 
razen pri vzorcu SFNV, kjer je bil rezultat ponovno negativen (slika 8). Glede na rezultate je 
bilo pomnoževanje virusne RNA v stopnji vgnezdenega PCR najbolj učinkovito pri 




Slika 8: Elektroforezno ločeni produkti vgnezdenega PCR za flebovirusni segment L, dobljeni po prvi 
optimizaciji protokola Sanchez. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. Set vzorcev pri 
temperaturi 44 °C, 45 °C, 46 °C in 47 °C. 1: TOSV, 2: RVFV, 3: SFNV, 4: SFSV, NK: negativna 





4.2.2 Rezultati druge optimizacije protokola Sanchez 
 
Povečan volumen vzorca, iz 2 µl na 5 µl, v stopnji vgnezdenega PCR ni vplival na 
pomnoževanje virusne RNA, zato smo se odločili za uporabo 3 µl produkta iz prve stopnje 
PCR (ni prikazano). 
 
4.2.3 Rezultati tretje optimizacije protokola Sanchez 
 
Zmanjšanje koncentracije dodanih začetnih oligonukleotidov ni vplivalo na nastanek 
produktov, zato smo ohranili dodatek začetnih oligonukleotidov koncentracije 0,5 µM (ni 
prikazano).  
 
Nespecifičnim produktom, velikosti 553 bp pri vgnezdenem PCR (slika 9) smo določili 
nukleotidno zaporedje in jih encimsko očistili z metodo ExoSAP ter ponovno nanesli na 
agarozno gelsko elektroforezo. Pri določevanju nukleotidnega zaporedja smo potrdili, da gre 
za produkte iz prve stopnje PCR. Po čiščenju vzorcev z metodo ExoSAP so bili produkti prve 
stopnje v stopnji vgnezdenega PCR manj vidni, kar pomeni, da smo nespecifične produkte 




Slika 9: Elektroforezno ločeni produkti vgnezdenega PCR za flebovirusni segment L, ki jih nismo 
čistili. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. LEVO: vgnezdeni RT-PCR. 1: TOSV, 
2: RVFV, 3: SFSV, NK: negativna kontrola (voda). DESNO: vgnezdeni RT-PCR. Set vzorcev pri 











Slika 10: Elektroforezno ločeni produkti vgnezdenega PCR za flebovirusni segment L, ki smo jih čistili 
z metodo ExoSAP. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. LEVO: vgnezdeni RT-PCR. 
1: TOSV, 2: RVFV, 3: SFSV, NK: negativna kontrola (voda). DESNO: vgnezdeni RT-PCR. 1: TOSV, 
2: SFSV, NK: negativna kontrola (voda). Produkti so vidni pri velikosti 222 bp. Produkti pri velikosti 
553 bp so šibkejši, oziroma se ne pojavljajo več. S čiščenjem smo odstranili produkte prve stopnje 
RT-PCR.  
 
Obe stopnji optimiziranega protokola sta predstavljeni v prilogi 1a. 
 
4.3 Rezultati optimizacije protokola Charrel 
 
Produkte prve stopnje protokola Charrel smo pričakovali pri velikosti 438 bp. Pri uporabi 
temperaturnega gradienta v prvi stopnji RT-PCR je bilo pomnoževanje virusne RNA najbolj 




Slika 11: Elektroforezno ločeni produkti prve stopnje PCR za flebovirusni segment S, dobljeni po 
optimizaciji protokola Charrel. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. 1: TOSV pri 
48 °C, 2: TOSV pri 49 °C, 3: TOSV pri 50 °C, 4: TOSV pri 51 °C, 5: TOSV pri 52 °C, 6: TOSV pri 
53 °C, NK: negativna kontrola (voda). 
 
 
Delo smo nadaljevali s produktom iz prve stopnje, ki je bil najbolj jasno viden na agarozni 
gelski elektroforezi. Odločili smo se za produkt pri temperaturi 51 °C (vzorec številka 4, slika 
12). Produkte vgnezdenega PCR smo pričakovali pri velikosti 323 bp. Pri uporabi 
temperaturnega gradienta v vgnezdeni stopnji RT-PCR je bilo pomnoževanje virusne RNA 




Slika 12: Elektroforezno ločeni produkti vgnezdenega PCR za flebovirusni segment S, dobljeni po 
optimizaciji protokola Charrel. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. 1: TOSV pri 
50 °C, 2: TOSV pri 51 °C, 3: TOSV pri 52 °C, 4: TOSV pri 53 °C, 5: TOSV pri 54 °C, 6: TOSV pri 
55 °C, NK: negativna kontrola (voda).  
 
Obe stopnji optimiziranega protokola sta predstavljeni v prilogi 1b. 
 
4.4 Rezultati analize vzorcev peščenih muh 
 
Po optimizaciji vseh protokolov z virusnimi izolati smo izvedli analizo vzorcev peščenih 
muh. Analizirali smo vzorce dveh sezon, 743 peščenih muh, razvrščenih v 58 zbirk. Vzorci 
SF1/17–SF19/17 so peščene muhe, vzorčene v sezoni 2017. Vzorci SF1/18–SF39/18 so 
peščene muhe, vzorčene v sezoni 2018 (slika 13, tabela 16). Vzročene peščene muhe so 
entomologi določili, da pripadajo vrstam P. mascittii, P. perniciosus in P. neglectus.  
 
V primeru, kjer smo v analizi opazili nespecifične produkte, jasno vidne na elektroforeznih 










Tabela 16: Zbirke vzorčenih peščenih muh, ločenih glede na vrsto, število osebkov in področje 
vzorčenja. 
OZNAKA ZBIRKE ŠTEVILO 
OSEBKOV V 
ZBIRKI 
VRSTA PODROČJE VZORČENJA 
SF1/17 2 P. mascittii Oberschwarza 
SF2/17 2 P. mascittii Ratzenau 
SF3/17 23 P. mascittii Hummersdorf  
SF4/17 2 P. mascittii Unterspitz 
SF5/17 3 P. perniciosus Velike Žablje 
SF6/17 1 P. neglectus Velike Žablje 
SF7/17 10 P. neglectus Šared 
SF8/17 8 P. neglectus Hrastovlje 
SF9/17 7 P. neglectus Lucija 
SF10/17 10 P. neglectus Medljan 
SF11/17 13 P. neglectus Medljan 
SF12/17 25 P. neglectus Medljan 
SF13/17 11 P. neglectus Medljan 
SF14/17 15 P. neglectus Medljan 
SF15/17 11 P. neglectus Medljan 
SF16/17 8 P. neglectus Parecag 
SF17/17 2 P. neglectus Socerb 
SF18/17 14 P. neglectus Truške 
SF19/17 12 P. perniciosus Primorska 
SF 1/18 5 P. neglectus Medljan 
SF 2/18 12 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 3/18 14 P. neglectus Medljan 
SF 4/18 21 P. neglectus Medljan 
SF 5/18 38 P. neglectus Medljan 
SF 6/18 31 P. neglectus Medljan 
SF 7/18 20 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 8/18 5 P. neglectus Velike Žablje 
SF 9/18 7 P. neglectus Medljan 
SF 10/18 20 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 11/18 20 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 12/18 5 P. mascittii Velike Žablje 
SF 13/18 15 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 14/18 16 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 15/18 20 P. neglectus Velike Žablje 
SF 16/18 20 P. neglectus Velike Žablje 
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SF 17/18 10 P. neglectus Medljan 
SF 18/18 10 P. neglectus Medljan 
SF 19/18 10 P. neglectus Medljan 
SF 20/18 20 P. neglectus Medljan 
SF 21/18 20 P. neglectus Kobdilj 
SF 22/18 20 P. perniciosus Kobdilj 
SF 23/18 10 P. neglectus Kobdilj 
SF 24/18 10 P. perniciosus Kobdilj 
SF 25/18 10 P. perniciosus Kobdilj 
SF 26/18 25 P. neglectus Kobdilj 
SF 27/18 25 P. neglectus Medljan 
SF 28/18 25 P. neglectus Medljan 
SF 29/18 9 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 30/18 6 P. perniciosus Velike Žablje 
SF 31/18 5 P. neglectus Medljan 
SF 32/18 5 P. perniciosus Medljan 
SF 33/18 17 P. perniciosus Medljan 
SF 34/18 20 P. neglectus Medljan 
SF 35/18 15 P. neglectus Medljan 
SF 36/18 10 P. neglectus Medljan 
SF 37/18 3 P. neglectus Medljan 
SF 38/18 5 P. mascittii Medljan 






















4.4.1 Rezultati analize vzorcev po protokolu Lambert 
 
Vzorci, ki smo jih analizirali s protokolom Lambert, so bili negativni (slika 14). 
 
 
Slika 14: Elektroforezno ločeni produkti PCR za flebovirusni segment S, dobljeni po analizi vzorcev 
po protokolu Lambert. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. A) LEVO: 1: SF1/17, 
2: SF2/17, 3: SF3/17, 4: SF4/17, 5: SF5/17, 6: SF6/17. DESNO: 1: SF7/17, 2: SF8/17, 3: SF9/17, 
4: SF10/17, 5: SF11/17. B) LEVO: 1: SF12/17, 2: SF13/17, 3: SF14/17, 4: SF15/17, 5: SF16/17, 
6: SF17/17. DESNO: 1: SF18/17, 2: SF19/17. C) SF1/18, 2: SF2/18, 3: SF3/18, 4: SF4/18, 
5: SF5/18, 6: SF6/18, 7: SF7/18, 8: SF8/18, 9: SF9/18, 10: SF10/18, 11: SF11/18, 12: SF12/18, 
13: SF13/18, 14: SF14/18, 15: SF15/18, 16: SF16/18, 17: SF17/18, 18: SF18/18, 19: SF19/18, 
20: SF20/18. D) 1: SF21/18, 2: SF22/18, 3: SF23/18, 4: SF24/18, 5: SF25/18, 6: SF26/18, 
7: SF27/18, 8: SF28/18, 9: SF29/18, 10: SF30/18, 11: SF31/18, 12: SF32/18, 13: SF33/18, 
14: SF34/18, 15: SF35/18, 16: SF36/18, 17: SF37/18, 18: SF38/18, 19: SF39/18. PK: pozitivna 
kontrola (TOS PK), NK: negativna kontrola (voda). Produkt smo pričakovali pri velikosti 370 bp. 
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4.4.2 Rezultati analize vzorcev po protokolu Sanchez 
 




Slika 15: Elektroforezno ločeni produkti prve stopnje PCR za flebovirusni segment L, dobljeni po 
analizi vzorcev po protokolu Sanchez. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. A) 
1: SF1/17, 2: SF2/17, 3: SF3/17, 4: SF4/17, 5: SF5/17, 6: SF6/17, 7: SF7/17, 8: SF8/17, 9: SF9/17, 
10: SF10/17, 11: SF11/17, 12: SF12/17. B) 1: SF20/18, 2: SF21/18, 3: SF22/18, 4: SF23/18, 
5: SF24/18, 6: SF25/18, 7: SF26/18, 8: SF27/18, 9: SF28/18, 10: SF29/18, 11: SF30/18. C) 
1: SF13/17, 2: SF14/17, 3: SF15/17, 4: SF16/17, 5: SF17/17, 6: SF18/17, 7: SF19/17. D) 
12: SF31/18, 13: SF32/18, 14: SF33/18, 15: SF34/18, 16: SF35/18, 17: SF36/18, 18: SF37/18, 
19: SF38/18, 20: SF39/18. E) 1: SF1/18, 2: SF2/18, 3: SF3/18, 4: SF4/18, 5: SF5/18, 6: SF6/18, 
7: SF7/18, 8: SF8/18, 9: SF9/18, 10: SF10/18, 11: SF11/18, 12: SF12/18, 13: SF13/18, 14: SF14/18, 
15: SF15/18, 16: SF16/18, 17: SF17/18, 18: SF18/18, 19: SF19/18. PK: pozitivna kontrola 











Slika 16: Elektroforezno ločeni produkti vgnezdenega PCR za flebovirusni segment L, dobljeni po 
analizi vzorcev po protokolu Sanchez. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. A) 
1: SF1/17, 2: SF2/17, 3: SF3/17, 4: SF4/17, 5: SF5/17, 6: SF6/17, 7: SF7/17, 8: SF8/17, 9: SF9/17, 
10: SF10/17, 11: SF11/17, 12: SF12/17, 13: SF13/17, 14: SF14/17, 15: SF15/17, 16: SF16/17, 
17: SF17/17, 18: SF18/17, 19: SF19/17. B) 1: SF1/18, 2: SF2/18, 3: SF3/18, 4: SF4/18, 5: SF5/18, 
6: SF6/18, 7: SF7/18, 8: SF8/18, 9: SF9/18, 10: SF10/18, 11: SF11/18, 12: SF12/18, 13: SF13/18, 
14: SF14/18, 15: SF15/18, 16: SF16/18, 17: SF17/18, 18: SF18/18, 19: SF19/18. C) 1: SF20/18, 
2: SF21/18, 3: SF22/18, 4: SF23/18, 5: SF24/18, 6: SF25/18, 7: SF26/18, 8: SF27/18, 9: SF28/18, 
10: SF29/18, 11: SF30/18, 12: SF31/18, 13: SF32/18, 14: SF33/18, 15: SF34/18, 16: SF35/18, 
17: SF36/18, 18: SF37/18, 19: SF38/18, 20: SF39/18. NK: negativna kontrola (voda), PK: pozitivna 








4.4.3 Rezultati analize vzorcev po protokolu Charrel 
 
Vzorci, ki smo jih analizirali s protokolom Charrel, so bili negativni (slika 17, slika 18). 
Pri protokolu Charrel smo v stopnji vgnezdenega PCR dobili nespecifične produkte pri 
različnih velikostih, zato smo produktom določili nukleotidno zaporedje (slika 18A). Z 
določanjem nukleotidnega zaporedja nismo dokazali prisotnosti flebovirusov v vzorcu, saj 




Slika 17: Elektroforezno ločeni produkti prve stopnje PCR za flebovirusni segment S, dobljeni po 
analizi vzorcev po protokolu Charrel. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. A) 
1: SF1/17, 2: SF2/17, 3: SF3/17, 4: SF4/17, 5: SF5/17, 6: SF6/17, 7: SF7/17, 8: SF8/17, 9: SF9/17, 
10: SF10/17, 11: SF11/17, 12: SF12/17, 13: SF13/17, 14: SF14/17. B) 1: SF15/17, 2: SF16/17, 
3: SF17/17, 4: SF18/17, 5: SF19/17. PK: pozitivna kontrola (TOS PK), NK: negativna kontrola 












Slika 18: Elektroforezno ločeni produkti vgnezdenga PCR za flebovirusni segment S, dobljeni po 
analizi vzorcev po protokolu Charrel. Agarozna elektroforeza je tekla 20 minut pri 120 V. A) 
1: SF1/17, 2: SF2/17, 3: SF3/17, 4: SF4/17, 5: SF5/17, 6: SF6/17, 7: SF7/17, 8: SF8/17, 9: SF9/17, 
10: SF10/17, 11: SF11/17, 12: SF12/17, 13: SF13/17, 14: SF14/17. B) 1: SF15/17, 2: SF16/17, 
3: SF17/17, 4: SF18/17, 5: SF19/17. PK: pozitivna kontrola (TOS PK), NK: negativna kontrola 
(voda). Produkt smo pričakovali pri velikosti 323 bp. 
 
4.4.4 Rezultati določevanja nukleotidnega zaporedja 
 
Nespecifičnim produktom vgnezdenega PCR pri protokolu Charrel (slika 18A) smo določili 
nukleotidno zaporedje. Po analizi  in primerjavi zaporedij s podatkovnimi bazami smo 
ugotovili, da se produkti ne ujemajo z genomi flebovirusov. Produkti so se po nukleotidnem 
zaporedju ujemali z deli genoma komarjev in peščenih muh.  
 
4.4.5 Rezultati analize vzorcev s PCR v realnem času 
 
















Peščene muhe, okužene s flebovirusi, so dokazali na celotnem področju Sredozemlja in tudi 
v nekaterih severnejših evropskih državah. Slovenija je glede na podnebne razmere podobna 
državam, kjer so že odkrili fleboviruse v peščenih muhah, zato nas je zanimalo ali so le-ti 
razširjeni tudi v Sloveniji. Do sedaj so v Sloveniji opisali le prisotnost nekaterih vrst peščenih 
muh, ki bi lahko prenašale fleboviruse [9, 31]. 
 
Prav tako so v diplomski nalogi, opravljeni leta 2011, ugotovili, da so okužbe z virusoma 
TOS in SFN prisotne v Sloveniji. Virus TOS je bil povzročitelj 1,47 % okužb bolnikov s 
klinično sliko meningitisa ali meningoencefalitisa, ki so bili vključeni v študijo [32].  
 
Znaki okužb s flebovirusi velikokrat izzvenijo sami in zdravljenje ni potrebno, zato 
natančnega števila okužb s flebovirusi ne poznamo. Težave lahko nastopijo pri bolnikih z 
meningitisom, kjer ne poznamo vzroka pojava bolezni. Tako so že ugotovili, da je okužba z 
virusom Toscana glavni vzrok za meningitis v poletnih mesecih v osrednji Italiji. Pomembno 
je, da poznamo možne povzročitelje resnejših bolezni in ustrezno nadzorujemo število in 
potek okužb. Tako se izognemo nenadzorovanemu širjenju virusov na področja, kjer prej 
niso bili prisotni [2].  
 
Z magistrsko nalogo smo želeli ugotoviti, ali so flebovirusi prisotni v peščenih muhah, 
vzorčenih na različnih lokacijah v Sloveniji. Magistrska naloga je del triletnega 
raziskovalnega projekta: »Nadzor prenašalcev porajajočih se mikroorganizmov v Sloveniji 
(ARRS: J3-8197)«, s katerim bomo pridobili prave podatke o razširjenosti in gostoti 
populacij peščenih muh in komarjev kot prenašalcev porajajočih se mikroorganizmov v 
Sloveniji. Vzorci, ki so zajeti v magistrsko nalogo, so bili zbrani na različnih področjih v 
Sloveniji v prvem in drugem letu projekta.  
 
V okviru magistrske naloge smo uvedli molekularne metode za detekcijo flebovirusov. 
Protokole smo izbrali in optimizirali glede na podatke iz literature. Izbrali smo protokole, ki 
so za zaznavo flebovirusov široko specifični in s katerimi so dokazali fleboviruse iz različnih 
območij. V laboratoriju na Medicinski fakulteti smo uvedli protokol Lambert, uvedli in 
optimizirali protokol Sanchez ter uvedli in optimizirali tudi protokol Charrel.  
 
V flebovirusnem genomu smo za vezavo začetnih oligonukleotidov izbrali dve najbolj 
ohranjeni regiji – segment S in segment L. Z izbranimi metodami smo želeli pomnožiti 
različne vrste flebovirusov, ki se genomsko med seboj zelo razlikujejo, zato smo uporabili 
degenerirane začetne oligonukleotide.  
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Poleg RT-PCR in vgnezdenega RT-PCR smo uporabili metodo PCR v realnem času, ki 
zaradi večje občutljivosti omogoča dokaz flebovirusov v vzorcih z nizko koncentracijo. 
Protokole smo ustrezno optimizirali in z njimi dokazali flebovirusno RNA, izolirano iz 
različnih virusov. 
 
Pri protokolu Lambert smo izvajali le prvo stopnjo PCR. Uporabili smo začetne 
oligonukleotide PhleboF1, PhleboF2 in PhleboR, ki se prilegajo na segment S flebovirusnega 
genoma. Optimizacija protokola Lambert ni bila potrebna, saj smo v preizkusu protokola 
ustrezno pomnožili kontrolne vzorce flebovirusnih RNA, razen flebovirusa SFN. V primeru 
SFNV smo najverjetneje uporabili slab izolat virusa, prenizke koncentracije ali virus, ki je 
bil predolgo shranjen, saj so bili tudi pri ostalih protokolih rezultati pri tem vzorcu negativni 
[27].  
 
Pri protokolu Sanchez smo uporabili začetne oligonukleotide NPhlebo 1+ in NPhlebo1- v 
prvi stopnji PCR ter NPhlebo2+ in NPhlebo2- v vgnezdenem PCR. Začetni oligonukleotidi 
se prilegajo na segment L flebovirusnega genoma [26]. 
 
Optimizacija protokola Sanchez je potekala s spremembami temperature prileganja začetnih 
oligonukleotidov in časa prileganja začetnih oligonukleotidov. Uporabili smo tudi na vroči 
start prilagojeno polimerazo. Na vroči start prilagojena polimeraza je rekombinantna 
termostabilna polimeraza Taq v kompleksu s termolabilnim nevtralizacijskim protitelesom. 
Protitelo preprečuje aktivacijo polimeraze pred začetkom denaturacije DNA v sklopu PCR. 
Ko temperatura reakcijske mešanice doseže 95 °C, poteče aktivacija polimeraze. Uporaba na 
vroči start prilagojene polimeraze prepreči pomnoževanje nespecifičnih produktov, omogoča 
pripravo reakcije pri sobni temperaturi in pomnoževanje zaporedij, ki se v vzorcu nahajajo v 
majhnih koncentracijah [33, 34]. 
 
Glede na optimizacijo smo kot najbolj občutljiv protokol ocenili protokol Sanchez. S tem 
protokolom smo zajeli širok spekter različnih flebovirusov. Prednost tega protokola je tudi 
dokaz flebovirusov z agarozno gelsko elektroforezo že po prvi stopnji PCR. Tudi v literaturi, 
kjer so protokol prvič opisali, navajajo, da lahko v prvi stopnji PCR zaznamo 1000 ali več 
kopij flebovirusnega genoma, v stopnji vgnezdenega PCR pa za zaznavo zadostuje že 10 
kopij tarčnega zaporedja. Pri protokolu Sanchez so se v stopnji vgnezdenga PCR sprva 
pojavljali produkti prve stopnje PCR, ki smo jih kasneje odstranili s čiščenjem po metodi 
ExoSAP. Dodatna možna rešitev bi bila uporaba drugačne temperature prileganja začetnih 
oligonukleotidov pri vgnezdenem PCR, ki je čim bolj oddaljena od temperature, uporabljene 







Pri uvajanju protokola Charrel smo se odločili za uporabo začetnih oligonukleotidov SFNV-
S1 in SFNV-R2 v prvi stopnji PCR ter SFNV-S2 in SFNV-R2 v vgnezdenem PCR. 
Oligonukleotidi se prilegajo na segment L flebovirusnega genoma [28].  
 
Optimizacija protokola Charrel je potekala s spreminjanjem temperature prileganja začetnih 
oligonuklotidov v prvi stopnji PCR in v stopnji vgnezdenega PCR. Vsem nespecifičnim 
produktom smo določili nukleotidno zaporedje in jih primerjali z zaporedji iz podatkovnih 
baz. Kot manj specifičnega od ostalih dveh bi lahko ocenili protokol Charrel, kjer so se pri 
analizi vzorčenih peščenih muh pojavljali nespecifični produkti, ki se po nukleotidnem 
zaporedju niso ujemali z genomi flebovirusov.  
 
Z uvedbo in optimizacijo smo omogočili uporabo vseh protokolov pri vzorčenih peščenih 
muhah.   
 
Vzorčenje peščenih muh je potekalo od julija 2017 do oktobra 2018 na slovenskih lokacijah: 
Velike Žablje, Kobdilj (Goriška regija), Hrastovlje, Lucija, Medljan, Parecag, Socerb, 
Truške, Šared (Obalno-kraška regija) in v južnem delu zvezne dežele Štajerske, v Avstriji. 
Za vzorčenje smo uporabili pasti BG-Sentinel z ogljikovim dioksidom. Samice peščenih muh 
odlagajo jajčeca na področju bogatem z organskimi viri, kot so živalski izločki. Organske 
snovi služijo kot vir energije za ličinke. Zaradi teh razlogov pasti namestimo na območju, 
kjer se zadržujejo tudi druge živali. Za vzorčenje peščenih muh lahko uporabljamo lepljive 
pasti, prepojene z ricinusovim oljem, svetlobne pasti z UV-svetlobo (CDC-pasti) ali pasti z 
ogljikovim dioksidom. Za izolacijo in dokaz virusov so za uporabo najbolj primerne 
svetlobne pasti. Potreben je transport živih peščenih muh ali transport pri zelo nizki 
temperaturi (suhi led) [35].  
  
Po prenosu peščenih muh v laboratorij so jim z morfološko analizo določili vrsto. Vzorčene 
muhe vrst P. mascittii, P. perniciosus in P. neglectus so razvrstili v 58 zbirk. Majhno 
uspešnost pri vzorčenju in posledično majhno število zbirk lahko pripišemo vremenskim 
razmeram v zadnjih letih. Poletja so večkrat vlažna, z veliko padavinami, kar peščenim 
muham ne odgovarja. Peščene muhe za življenje ne potrebujejo vodnega vira, deževna 
obdobja pa onemogočajo njihovo prosto gibanje, zato se zadržujejo na območjih, kjer so 
zaščitene pred dežjem. Vlažna poletja ravno obratno vplivajo na porast števila komarjev in 
posledično veliko število vzorčenih komarjev, ki so na voljo za analizo.  
 
Rezultati analiz vseh vzorčenih peščenih muh z vsemi protokoli so bili negativni. Kljub 
natančni optimizaciji protokolov je v dejanskem vzorcu peščene muhe virusna koncentracija 
lahko nizka, zato je možno, da virusa nismo ustrezno pomnožili in produkt PCR na agarozni 
gelski elektroforezi ni bil viden. Hkrati je bil volumen homogeniziranega vzorca majhen in 
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omejen, kar ni dovoljevalo  ponavljanja protokolov ali uporabe večjega volumna vzorca. Pri 
dokazovanju virusov v naravnih vzorcih lahko PCR inhibirajo molekule kot so fenolne 
spojine in težke kovine, celične komponente in reagenti za ekstrakcijo nukleinskih kislin 
(fenol, EDTA, etanol, izopropanol). Tako lahko zaradi obarjanja, razgradnje nukleinskih 
kislin ali inaktivacije reverzne transkriptaze in polimeraze dobimo lažno negativne rezultate.  
 
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, ali se flebovirusi pojavljajo v peščenih muhah v 
Sloveniji. Rod flebovirusov je genetsko zelo raznolik, zato je nemogoče postaviti univerzalno 
metodo za dokaz vseh vrst flebovirusov. Zaradi genetske raznolikosti flebovirusov smo 
morali namesto univerzalnih uporabiti degenerirane začetne oligonukleotide. Degenerirani 
začetni oligonukleotidi so mešanica začetnih oligonukleotidov, ki po baznem zaporedju med 
seboj niso popolnoma enaki. Njihova zaporedja tvorijo heterogene baze. Ta raznolikost baz 
omogoča vezavo oligonukleotidov na širok spekter virusnih genov različnih flebovirusov. 
Zaradi genomske lastnosti flebovirusov, kjer prihaja do rekombinacije in antigenskih 
premikov, nastajajo nove različice flebovirusov, ki še dodatno otežujejo izbiro ustreznih 
začetnih oligonukleotidov. Kljub uporabi degeneriranih začetnih oligonukleotidov in široko 
specifičnih protokolov se ne moremo izogniti možnosti, da peščene muhe na področju 
Slovenije prenašajo sev virusa, ki se razlikuje od sevov iz drugih držav. Tako z našimi 
protokoli bistveno drugačnega seva ne uspemo dokazati. Tudi v uporabljeni literaturi so 
raziskovalci poudarili, da virusov z nekega območja ne moremo vedno dokazati s protokoli 
in začetnimi oligonukleotidi, ki so bili uporabljeni za dokaz virusov z drugačnim genotipom 
na drugih območjih [18, 26].  
 
Po analizi vzorcev z metodo PCR v realnem času za dokaz TOSV so bili rezultati vseh 
vzorcev peščenih muh negativni. Metoda je bolj občutljiva od običajnega PCR, ima večje 
dinamično območje in visoko resolucijo. Po občutljivosti je podobna vgnezdenemu PCR, a 
izvajanje metode poteka hitreje in bolj enostavno. Uporabili smo protokol z začetnimi 
oligonukleotidi, specifičnimi samo za virus Toscana. Delo bi lahko nadaljevali z uvajanjem 
nove metode PCR v realnem času, a to zahteva veliko dela, predvsem v primeru flebovirusov, 
kjer moramo upoštevati heterogenost virusov z različnih področij.  
 
Med izvajanjem laboratorijskega dela so se pojavili pozitivni rezultati pri vzorcih SF23/18, 
SF28/18 in SF33/18, ki pa niso bili ponovljivi. Kljub večkratni ponovitvi protokolov in 
izvedbi sekvenciranja naslednje generacije nismo potrdili ujemanja nukleotidnega zaporedja 
produkta s flebovirusnim genomom. Lažno pozitivni rezultati so lahko posledica uporabe 
degeneriranih začetnih oligonukleotidov, ki so manj specifični, ali prileganja smernih in 
protismerih oligonukleotidov med sabo. Lahko pride tudi do navzkrižne kontaminacije med 
vzorci ali nizke specifičnosti reagentov za detekcijo, ki reagirajo z nukleinskimi kislinami v 






Na podlagi naših rezultatov bi lahko prehitro zaključili, da flebovirusi v peščenih muhah v 
Sloveniji niso prisotni. Kljub negativnim rezultatom hipoteze ne moremo popolnoma ovreči. 
Možen razlog za negativne rezultate so zelo majhni volumni vzorcev nukleinskih kislin 
vzorčenih muh. Poleg tega je nizka tudi koncentracija virusa v vzorcu, saj vzorčene peščene 
muhe združujemo v zbirke in vzorce tako še dodatno redčimo. Zato je lahko razlog za 
negativne rezultate tudi nezadostna občutljivost naših protokolov za zaznavo flebovirusov v 
naravnih vzorcih.  
 
Če v nasprotnem primeru predpostavimo, da so protokoli popolnoma ustrezni, to pomeni, da 
v naših vzorčenih peščenih muhah flebovirusov ni. Pri tovrstnih raziskavah je za zanesljive 
rezultate potrebno veliko število vzorcev, saj je pogostost okužbe prenašalca flebovirusov 
(prevalenca) zelo nizka. Dokaz za nizko prevalenco flebovirusov je veliko število 
pregledanih zbirk peščenih muh in malo pozitivnih rezultatov. Primer je raziskava peščenih 
muh v Srbiji, v Bosni in Hercegovini, na Hrvaškem, v Črni gori, na Kosovu in v Romuniji, 
kjer so pregledali 2830 osebkov in jih razvrstili v 263 zbirk. Virus Balkan so dokazali le v 
šestih zbirkah. Na Hrvaškem so poleg virusa Balkan dokazali tudi virus Toscana v dveh 
zbirkah od 78. Raziskava je zajela 1453 peščenih muh [36, 37].  
 
V Italiji so dokazali prisotnost več flebovirusov. Dokazali so, da peščene muhe prenašajo 
virus TOS, SFNV, virus Ponticelli, virus Arbio, virus Adria, virus Corfou in SFSV. V 
raziskavi, leta 2012, kjer so dokazali, da je virus TOS glavni vzrok za meningitis v poletnih 
mesecih v Italiji, so pregledali 21 157 peščenih muh in jih razvrstili v 287 zbirk. Le 33 zbirk 
je bilo pozitivnih. Na enakem območju so leta 2018 vzorčili 23 119 peščenih muh in jih 
razvrstili v 41 zbirk. V štirih zbirkah so dokazali fleboviruse [38, 39].  
 
Na podlagi rezultatov raziskav na Balkanu je prevalenca flebovirusov približno 2,5 %. V 
raziskavah v Italiji so pregledali veliko več osebkov in jih združevali v večje zbirke, po 100 
osebkov, zato je bilo pozitivnih rezultatov temu primerno več. V okviru magistrske naloge 
smo imeli na voljo le 743 peščenih muh, razvrščenih v 58 zbirk. Zbirke peščenih muh, 
predvsem z območja Avstrije, so bile zelo majhne. Če predpostavimo nizko virusno 
prevalenco in upoštevamo veliko večje število vzorčenih peščenih muh v raziskavah iz 
sosednjih držav, lahko rečemo, da smo imeli na voljo premalo peščenih muh za zanesljiv 
dokaz flebovirusov. Hkrati je tudi vzorčenje flebovirusov potekalo le v Obalno-kraški in 
Goriški regiji v Sloveniji ter v zvezni deželi Štajerski v Avstriji. Večina peščenih muh je bila 
vzorčena v Obalno-kraški regiji. Z analizo tako nismo pokrili celotne Slovenije. Da bi lahko 
z zanesljivostjo potrdili ali ovrgli hipotezo, bi bilo zaželeno še nadaljnje vzorčenje v drugih 













Flebovirusi lahko povzročijo meningitis pri bolnikih, zato so podatki o endemičnih območjih 
flebovirusov pomembni. Zaradi dokaza flebovirusov v naši neposredni okolici s podobnim 
podnebjem, na območju celotnega Balkana, Italije in Sredozemlja, smo postavili hipotezo, 
da so flebovirusi prisotni tudi v Sloveniji. Uvedli in optimizirali smo tri protokole za dokaz 
flebovirusov v vzorcih in jih uporabili pri vzorčenih peščenih muhah z različnih področij 
Slovenije. Prisotnosti flebovirusov v peščenih muhah, ujetih v letih 2017 in 2018, nismo 
dokazali. Razlog za to je lahko majhno število vzorčenih peščenih muh v dveh letih vzorčenja 
in nizka koncentracija flebovirusov v naravnih prenašalcih.  
 
Raziskovalno delo z vzorci iz narave je lahko zahtevno in nepredvidljivo zaradi omejenega 
števila vzorcev in vpliva okolja. Rezultati zato niso vedno v skladu z našimi pričakovanji. 
Predlagamo še nadaljnje vzorčenje in analize peščenih muh v naslednjih sezonah. Kljub temu 
smo uspešno uvedli in optimizirali protokole za dokaz flebovirusov, ki jih lahko uporabljamo 
v diagnostičnih laboratorijih. Protokoli bodo v naslednjih letih uporabno orodje za 
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Končni, optimiziran protokol Charrel (prva stopnja in vgnezdeni PCR). 
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